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1 UVOD  
Epitelijska celična linija Caco-2  izvira iz človeškega kolorektalnega karcinoma in je ena 
izmed najpogosteje uporabljenih modelnih linij črevesnega epitelija pri študijah in vitro. 
Ključna lastnost za razširjeno uporabo celic Caco-2 je njihova zmožnost spontane 
diferenciacije, ki pripelje do nastanka monosloja tesno povezanih polariziranih celic, ki 
izražajo številne morfološke in funkcionalne lastnosti absorpcijskih enterocitov tankega 
črevesja (Ferruzza in sod., 2012). 
Zaradi številnih faktorjev prisotnih med gojenjem, kot so heterogenost kulture, spontana 
diferenciacija ter različni načini gojenja celic, se celični modelni sistemi po gojenju lahko 
razlikujejo od originalne celične linije. Iz tega razloga ohranjanje originalne celične linije 
predstavlja največji izziv pri gojenju celic. Na stanje kulture (viabilnost celic, polarizacijo 
celic in metabolizem) celic Caco-2 lahko vplivajo različni dejavniki, predvsem pa sestava 
gojišča in postopki presajanja. Pri presajanju celic v naslednjo pasažo prenesemo celice, za 
katere menimo, da so žive in v dobri kondiciji. Tripsin, ki ga uporabimo za odlepljanje celic 
od podlage, je lahko tudi toksičen in vpliva na kondicijo celic, uporabljenih v nadaljnjih 
poskusih. Zaradi tega se rezultati, pridobljeni pod podobnimi ekperimentalnimi pogoji v 
različnih laboratorijih, lahko razlikujejo in se ne morejo primerjati (Verhoeckx in sod., 
2015).  
Natančno in standardizirano rokovanje s celičnim monoslojem je ključnega pomena za 
uporabo celic Caco-2 pri študijah delovanja različnih učinkovin, od prehranskih dopolnil 
(probiotične bakterije in probiotiki) do zdravilnih učinkovin in toksičnih substanc v okolju 
(toksini v vodi) na celičnem nivoju. Pri teh študijah raziskujejo predvsem vpliv na 
morfologijo, viabilnost ter na posamezne in skupne metabolne poti in izražanje genov.  
Za zagotavljanje ponovljivosti rezultatov študij, izvedenih na celični liniji Caco-2, ter za 
možnost primerjave rezultatov med različnimi laboratoriji je zelo pomembno razviti 
standarden protokol za gojenje in vzdrževanje celične linije Caco-2. Glavni cilj moje 
magistrske naloge je tako definirati škodljive učinke tripsina na viabilnost celic in izražanje 
genov, kar je ključnega pomena za zagotavljanje primerljivosti rezultatov. 
1.1 NAMEN DELA 
Preverili smo vpliv dveh različnih koncentracij tripsina (0,25 % in 0,5 %) na viabilnost, 
sposobnost pritrjanja celic ter izražanje izbranih genov v celični liniji Caco-2. Celice smo 
gojili do 15. pasaže ter na ta način preverili vpliv dolgoročne izpostavljenosti tripsinu na 
celično linijo. Izbrane parametre smo primerjali s kontrolo. Kot kontrolo smo imeli celice, 
ki niso tretirane s tripsinom in smo jih z gojitvene površine odstranili mehansko, z uporabo 
celičnega strgala. Glede na pridobljene rezultate smo izdelali protokol za gojenje in 
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vzdrževanje celične linije Caco-2, ki bi omogočal ponovljivost rezultatov študij ter 
primerljivost rezultatov študij med različnimi celičnimi laboratoriji. 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
Raziskavo smo začeli s predpostavkami: 
• Viabilnost celic je odvisna od koncentracije tripsina in časa izpostavljenosti tripsinu 
oz. kombinaciji obeh parametrov 
• Škodljivi učinki določenih koncentracij tripsina in čas izpostavljenosti se bodo 
izkazali v zmanjšani sposobnosti pritrjanja viabilnih celic 
• Škodljivi učinki določenih koncentracij tripsina in čas izpostavljenosti se bodo 
izkazali v spremembah na nivoju izražanja določenih genov 
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2 PREGLED OBJAV 
Namen naše raziskave ter izbrane hipoteze izhajajo iz do sedaj objavljenih člankov, ki 
omenjajo uporabnost in prednosti celične linije Caco-2, hkrati pa opozarjajo na težave med 
poskusi s to celično linijo. Druga glavna tema iskanih člankov pa zajema toksičnost tripsina 
ter njegov vpliv na izražanje različnih genov odgovornih za apoptozo, celično rast, adhezijo 
celic in bakterijsko translokacijo. 
2.1 CELIČNA LINIJA Caco-2 
Celične linije delimo na primarne celične linije (celice izolirane neposredno iz tkiv) in na 
trajne celične linije (nastanejo iz primarnih procesom transformacije). Celična linija Caco-2 
(angl. Cancer of Colon) je rakasta celična linija pridobljena leta 1970 iz heterogenega 
človeškega epitelija kolorektalnega adenokarcinoma. Celično linijo je raziskoval in razvijal 
Inštitut  Sloan-Kettering pod vodstvom Dr. Jorgen Fogha s ciljem boljšega razumevanja 
rakavih mehanizmov in posledično vpliva citostatičnih terapij (Fogh in sod., 1977). 
V zadnjih dvajsetih letih se celična linija Caco-2 intenzivno uporablja kot in vitro model 
črevesne stene, oziroma črevesne prepustnosti. Rakaste celice se po določenem številu 
delitev diferencirajo v omejenem obsegu in postanejo podobne normalnim celicam nekaterih 
človeških tkiv. Rakasta celična linija Caco-2 se najbolj približa človeškim enterocitom. Po 
spontani diferenciaciji starševske linije v kulturi pri določenih pogojih nastane monosloj 
celic Caco-2, ki izražajo številne morfološke in funkcionalne značilnosti zrelih enterocitov 
tankega črevesja, kot je izražanje hidrolitičnih encimov na apikalni strani celic (P450 
encimi), transporterjev, mikrovilov in enterocitov z identičnimi značilnostimi enterocitom 
tankega črevesja (Awotwe in sod., 2014). Zaradi naštetih lastnosti, ki so povzete tudi v 
preglednici 1, se Caco-2 pogosto uporabljajo v predkliničnih študijah gastrointestinalne 
prepustnosti. Drugi razlog za tako široko uporabo v predkliničnih študijah je, da celice Caco-
2 zadovoljivo posnemajo lastnosti celic človeškega tkiva, kar so leta 2007 dokazali 
Hilgendorf in sodelavci z raziskavo, v kateri so primerjali izražanje prenašalnih proteinov 
med celicami Caco-2 in človeškimi enterociti. 
Na izražanje prej omenjenih značilnosti vpliva način gojenja celic, oziroma parametri 
uporabljeni pri procesu gojenja. Način gojenja je pomemben zaradi heterogenosti starševske 
celične linije, kar v kulturi vodi do selekcije subpopulacije celic. Poleg tega je iz starševske 
celične linije izolirano več klonskih celičnih linij, ki nasplošno vsebujejo bolj homogeno 
izražanje različnih lastnosti ter ne izražajo vedno vseh značilnosti starševske linije (Sambuy 
in sod., 2005). Zaradi različnih načinov gojenja kot tudi različnih klonov celičnih linij Caco-
2, uporabljenih v različnih laboratorijih, je pogosto zelo težko primerjati pridobljene 
rezultate v literaturi.  
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Preglednica 1: Lastnosti celične linije Caco-2  (Verhoeckx in sod., 2015) 
Lastnosti Opis 
Rast Rast v kulturi (pritrjeni monosloj epitelnih celic) 
Diferenciacija 14-21 dni po konfluenci (pri standardnih pogojih gojenja) 
Morfologija celic Polarizirane celice z mikrovili na apikalni strani ter s tesnimi 
povezavami med bližnjimi celicami 
Električni parametri Visok električni upor 
Prebavni encimi Izražanje tipičnih prebavnih encimov, membranskih peptidaz in 
disaharidov tankega črevesja (laktaza, aminopeptidaza N, 
dipeptilpeptidaza IV in sukraza-izomaltaza) 
Aktivni transport Aminokisline, sladkorji, vitamini, hormoni 
Membranski ionski transport Na+/K+ ATPaza; H+/K+ ATPaza; izmenjava Na+/H+; kotransport 
Na+/K+/Cl-; apikalni Cl- kanali 
Membranski ne-ionski transporterji Prepustni glikoproteini (P-gp); proteini, povezani z odpornostjo 
proti večim vrstam zdravil; proteini, povezani z odpornostjo 
proti raku na pljučih 
Receptorji Vitamin B12, vitamin D3, EGFR (epidermalni receptor rastnega 
faktorja), sladkorni transporterji 
Produkcija citokinov IL-6, IL-8, TNFα, TGFβ-1, TSLP, IL-15 
 
2.2  TRIPSINIZACIJA  
Pri raziskovalnem delu s celičnimi kulturami je presajanje celic pri določeni stopnji 
konfluence eden izmed rutinskih korakov, pri katerem se za ločevanje pritrjenih celic od 
substrata, oziroma za odlepljanje celic s površine gojitvene posodice ter za ločevanje celic 
med seboj  pogosto uporablja tripsin. Tripsin je proteolitični encim, ki se nahaja v prebavnem 
traktu in cepi površinske proteine celic s cepitvijo na karboksilni strani bazičnih aminokislin, 
arginina in lizina (Brown in sod., 2007). Med drugim uporabljamo tripsim v laboratoriju za 
disociacijo pritrjenih celic s površine gojitvene posodice, v kateri so gojene. Po tripsinizaciji 
se celice nahajajo v suspenziji. Po ločevanju pritrjenih celic od substrata je deaktivacija 
tripsina nujen korak, ker zaradi njegove proteolitične aktivnosti pogosto prihaja do 
nepravilnosti v regulaciji celičnih funkcij.  
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2.2.1 Vpliv tripsina na celično rast in apoptozo 
Vse do leta 2010, ko je bila objavljena študija Huanga in sodelavcev, tematika nepravilnosti 
v regulaciji celičnih funkcij in različno izražanje genov v subkulturi pritrjenih celic ni bila 
podrobno obravnana. Prej omenjena proteolitična aktivnost tripsina, ki ga rutinsko 
uporabljamo pri rokovanju z pritrjenimi  celičnimi kulturami, lahko negativno vpliva na 
celice s cepitvijo površinskih receptorjev rastnih faktorjev ali membranskih proteinov. 
V omenjeni študiji so na celični liniji raka dojke MCF-7 po doseganju 90 % konfluence 
izvedli disociacijo celic na dva različna načina, in sicer z neencimatsko tekočino za 
disociacijo celic in z 0,05 % tripsinom. Celice so bile 15 minut izpostavljene tekočini za 
disociacijo ali 10 minut 0,05 % tripsinu. Celice MCF-7, tretirane s tripsinom, so ali takoj 
nevtralizirali v 10 % FCS (angl. Fetal Calf Serum) ali nasadili v gojitvene posodice, 
namenjenje okrepitvi celic v svežem rastnem mediju, in sicer za 8 in 24 ur, ter jih po 
okrevanju disociirali z ne-encimatsko tekočino za disociacijo celic. Celice so potem 
uporabili za nadaljnje analize. Z metodo masne spektrometrije MALDI-TOF so identificirali 
36 različno izraženih proteinov v celicah po tretiranju s tripsinom. Večina identificiranih 
proteinov se nahaja v citoplazmi (39 %), mitohondrijih (25 %) in celični membrani (25 %). 
Rezultati analize so pokazali, da se izražanje proteinov, ki uravnavajo celično presnovo, rast 
celic, mitohondrijski transport elektronov in celično adhezijo, po tretiranju celic s tripsinom 
zniža, medtem ko se izražanje proteinov, ki uravnavajo celično apoptozo, zviša. To kaže, da 
ima lahko tripsin, ki ga uporabljamo za presajanje celic, pomemben vpliv na celično 
fiziologijo. Pri nekaterih proteinih je bila s tripsinom inducirana sprememba v izražanju 
proteinov reverzibilna, medtem ko je bila pri nekaterih izmed preučevanih proteinov 
sprememba v ravni izražanja prisotna tudi po 24 urni okrepitvi v svežem rastnem mediju. 
Z namenom podrobnejše raziskave omenjenega pojava so s tripsinom inducirane celične 
signale, celično preživetje, apoptozo in regulacijo celičnega cikla preverjali z imuno-blot 
analizo (angl. Immunoblotting), s protitelesi proti Bcl-2, p53 in p21. Kot referenčni protein 
so uporabili aktin, zaradi njegovega konstantnega izražanja v celicah ne glede na 
eksperimentalne pogoje. Rezultati imuno-blot analize so prikazani na sliki 1.  
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Slika 1:  Imuno-blot analiza s tripsinom induciranih proteinov celične signalizacije, apoptoze in regulacije 
celičnega cikla (Huang in sod., 2010) 
Na sliki 1 vidimo, da se po tripsinizaciji celic MCF-7 izražanje proteina za celično preživetje, 
Bcl-2,  zniža, medtem ko se izražanje proteinov za apoptozo, p53, in inhibitorja celičnega 
cikla, p21, zviša. p21 inhibira aktivnost od ciklina odvisnih kinaz (CDK), potrebnih za 
napredovanje celičnega cikla z vezavo na kompleks ciklin-CDK. Izražanje gena p21 je pod 
vplivom apoptotskega označevalca p53 ter vodi v zaustavitev celičnega cikla pri prehodu iz 
G1 faze v S fazo (Prabhu in sod., 1997). S pridobljenimi rezultati so potrdili hipotezo, da ima 
lahko rutinska uporaba tripsina za presajanje celičnih linij zelo negativen učinek na celično 
fiziologijo. Tripsin znižuje izražanje proteinov, povezanih s celičnim metabolizmom in 
celično rastjo, ter poveča izražanje genov, povezanih z apoptozo.  
Rezultati omejene raziskave so Huangu in sodelavcem postavile vprašanje, ali se s tripsinom 
inducirane proteinske spremembe v celicah MCF-7 izražajo tudi pri drugih celičnih tipih. V 
ta namen so poskuse ponovili tudi na celicah HeLa (angl. Henrietta Lacks) in dobili 
primerljive rezultate. 
Omenjena poskusa in pridobljeni rezultati so bili povod za preverjanje izražanja genov Bcl2 
in p21 tudi v naši raziskavi.  
2.2.2 Vpliv tripsina na celično adhezijo 
Pritrjevanje celic na površino je posredovano z integrini. Integrini so družina heterodimernih 
transmembranskih proteinov, sestavljenih iz podenot α in β. Integrini α5β1 in αVβ3 imajo 
pomembno vlogo pri adheziji endotelijskih celic. Endotelijske celice izvajajo številne vitalne 
funkcije, kot je regulacija aktivacije, adhezije in agregacije trombocitov, omejevanje 
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adhezije levkocitov, uravnavanje migracije gladkih mišičnih celic ter nadzor krvnega 
pretoka (Brown in sod., 2007). 
Do pritrjevanja celic na površino prihaja zaradi povezave celičnih adhezijskih proteinov, 
fibronektinov in/ali vitronektinov z integrini na celični površini. Po povezavi se integrini 
aktivirajo in se povežejo z aktinskim citoskeletom, kar posledično pripelje do vezave celic s 
substratom. Oba integrina, vključena v vezavo celic na površine, α5β1 in αVβ3, sta 
občutljiva na tripsin, rutinsko uporabljen pri rokovanju z endotelijskimi adherentnimi 
celicami. Različne študije poročajo o optimalnih koncentracijah tripsina ter času 
izpostavljenosti tripsinu, ki je potreben za odlepljanje celic s površine gojitvene posodice. 
Omenjene optimalne koncentracije so ponavadi izmed 0,05 % in 0,5 % in čas 
izpostavljenosti izmed 5 in 10 minut bodisi na sobni (25 °C) ali fiziološki (37 °C) 
temperaturi. Metoda inaktivacije delovanja tripsina igra pomembno vlogo pri nadaljnjem 
pritrjevanju celic na površine ter celično rast. Celično suspenzijo po tretiranju s tripsinom 
lahko resuspendiramo v mediju in centrifugiramo ali pa pred centrifugiranjem uporabimo 
nevtralizirajoče sredstvo, ki inaktivira toksično delovanje tripsina.  
Melissa A. Brown in njeni sodelavci so leta 2007 naredili študijo, ki poroča o vplivu različnih 
koncentracij tripsina, času izpostavljenosti celic tripsinu in izbiri metode nevtralizacije na 
endotelijske celice in posledično, na celično adhezijo. V svoji raziskavi so uporabili celice 
HUVEC (angl. Human Umbilical Vein Endothelial Cells), ki so se nahajale med tretjo in 
šesto pasažo. In vitro pogoje kultivacije endotelijskih celic so optimizirali na način, da 
pridobijo čim močnejšo adhezijo celic na gojitvena stekla. Razlike v celični adheziji so 
karakterizirali z vplivom tripsina na začetno število pritrjenih celic, celično razraščanje, 
prisotnost prostih integrinov ter lokalizacijo vinkulina eno uro po pritrditvi. Mi se bomo 
osredotočili na vpliv tripsina na število pritrjenih celic ter prisotnost prostih integrinov.  
V preglednici 2 so prikazane koncentracije tripsina, čas izpostavljenosti tripsinu ter sredstvo 
za inaktivacijo delovanja tripsina, ki so jih v študiji Brown in sod. (2007) uporabili pri 
ocenjevanju vpliva tripsina na endotelijske celice. 
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Preglednica 2: Parametri uporabljeni za oceno vpliva tripsina na endotelijske celice (Brown in sod., 2007) 
Stanje  Koncentracija tripsina (%) Čas inkubacije (min) Nevtralizirajoče sredstvo 
1 0,025 5 pri 37 °C TNS 
2 0,025 10 pri 37 °C TNS 
3 0,025 10 pri 37 °C DPBS 
4 0,5 5 pri 37 °C TNS 
5 0,5 10 pri 37 °C TNS 
6 0,5 10 pri 37 °C DPBS 
Celice so po tretiranju s tripsinom in inaktivaciji delovanja tripsina s nevtralizirajočim 
sredstvom (raztopina za nevtralizacijo tripsina (TNS) ali Dulbeccova raztopina fosfatnega 
pufra (DPBS)) centrifugirali in resuspendirali v DPBS. Tako pripravljene celice so primerne 
za uporabo v specifičnih eksperimentih.  
V naši raziskavi smo se osredotočili na rezultate njihove študije, ki poročajo o vplivu tripsina 
na začetno adhezijo celic na površino in število prostih integrinov. Vpliv tripsina na adhezijo 
so preverjali s pritrditvijo celic na površino substratov. Kot substrat so uporabili stekla 
prevlečena s fibronektini in BSA (angl. Bovine Serum Albumin). Za oceno vpliva tripsina na 
začetno adhezijo in zadrževanje celic na substratu so uporabljene celice tretirali pod 
različnimi pogoji, ki so prikazani v tabeli 2. Celice, resuspendirane v DPBS, so nasadili na 
gojitvena stekla ter jih pustili pet minut na sobni temperaturi. Po petih minutah so izvedli 
trikratno spiranje v mediju DPBS. Trikratno spiranje celic je zadostno za odstranjevanje 
nespecifično vezanih celic s stekel. Na sliki 2 so prikazani rezultati vpliva kombinacij obeh 
koncentracij tripsina s časom izpostavljenosti ter metodo inaktivacije delovanja tripsina na 
začetno adhezijo celic po spiranju v DPBS. Nizke koncentracije tripsina niso veliko vplivale 
na začetno pritrjevanje celic na stekleno površino medtem ko so višje koncentracije tripsina 
privedle k zmanjšani adheziji celic. Pokazalo se, da je začetno pritrjevanje celic najbolj 
odvisno od uporabljene koncentracije tripsina. Pri nizki koncentraciji tripsina (0,025 %) 
spremembe v času izpostavljenosti tripsinu ter različna uporaba nevtralizirajočega sredstva 
(TNS ali DPBS) ni vplivala na začetno adhezijo celic. Pri višji koncentraciji tripsina (0,5 %) 
je pri vzorcih, ki niso tretirani s TNS opažena nižja stopnja adhezije celic na stekleno 
površino. To pomeni, da je adhezija celic odvisna od kombinacije uporabljene koncentracije 
tripsina in neutralizirajočega sredstva (TNS ali DPBS). 
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Slika 2: Vpliv tripsina na število adherentih celic 5 minut po adheziji (Brown in sod., 2007) 
Vpliv tipsina na število prostih integrinov na celični površini endotelijskih celic po tretiranju 
z različnimi koncentracijami tripsina, kot tudi vpliv različnih časov izpostavljenosti tripsinu, 
prikazanih v preglednici 2, so ocenili s pretočno citometrijo. Endotelijske celice se vežejo 
na gojitvena stekla, prevlečena s fibronektinom z integrinskimi kompleksi α5β1 in αVβ3. 
Rezultati kažejo na to, da je število prostih integrinov odvisno samo od uporabljene 
koncentracije tripsina za odlepljanje celic. Vpliv uporabljene koncentracije tripsina je najbolj 
viden pri integrinskem kompleksu α5β1. Glede na rezultate, čaš inkubacije ter uporabljeno 
sredstvo za inaktivacijo delovanja tripsina ne vpliva veliko na število prostih integrinov 
(slika 3A). Spremembe v številu integrinov αVβ3  niso vidne. Rezultati so bili pridobljeni s 
pretočno citometrijo (slika 3B).  
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Slika 3: Število prostih integrinov po tretiranju endotelijskih celic z tripsinom (Brown in sod., 2007) 
Zaradi rezultatov njihove študije smo se odločili preveriti vpliv tripsina na sposobnost 
pritrjanja Caco-2 celic. Sposobnost pritrjanja smo preverjali na dva načina in sicer, pritrjanje 
celic 24 ur po tripsinizaciji (mikroskopsko opazovanje) ter z analizo izražanja integrina 
α5β1, natančneje genov ITGA5 in ITGB1 z kvantitativno metodo pomnoževanja DNA v 
realnem času z reverzno transkripcijo RT-qPCR. 
2.2.3 Vpliv tripsina na bakterijsko translokacijo 
Probiotiki se pogosto uporabljajo za vzdrževanje zdravja in preprečevanje 
gastrointestinalnih bolezni. Z inhibicijo rasti patogenih bakterij povečujejo kakovost 
intestinalne mikroflore. Tako na primer probiotična bakterija, Lactobacillus casei GG 
(LGG), preprečuje bakterijsko translokacijo (prehod bakterij skozi črevesno steno) številnih 
bakterijskih vrst s pritrditvijo na površinske receptorje enterocitov. Mucini, ki so glavna 
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sestavina mukoznega sloja epitelijske površine gastrointestinalnega trakta, skupaj s 
probiotičnimi bakterijami sodelujejo pri preprečevanju gastrointestinalnih bolezni, tako da 
epitelijske površine gastrointestinalnega trakta zaščitijo  pred kemičnim, mehaničnim in 
mikrobnim vplivom ter sodelujejo pri preprečevanju bakterijskih translokacij. 
Leta 2002 so Mattar in sodelavci in vitro celični model Caco-2 uporabili za dokazovanje 
inhibitornega učinka LGG probiotičnih bakterij na bakterijsko translokacijo. Začeli so s 
predpostavko, da je nižja stopnja bakterijske translokacije po tretiranju z LGG posredovana 
s pozitivno regulacijo genskega lokusa za mucin (MUC-2) izraženega pri celicah Caco-2. 
Z željo, da to hipotezo dokažejo, so gojili celično linijo Caco-2 ter jo, ko so celice dosegle 
konfluenco, inkubirali s probiotičnimi bakterijami LGG. Po 180 minutni inkubaciji z 
bakterijami LGG so iz tretiranih celic izolirali mRNA ter ocenili izražanje gena za MUC-2 
z metodo RT-PCR. Izražanje genskega lokusa MUC-2 so primerjali z izražanjem 
vzdrževalnega gena za β-aktin. Rezultati so pokazali, da celice Caco-2 izražajo gen za MUC-
2 ne glede na to ali so celice tretirali z LGG bakterijami ali ne. Nadalje so primerjali stopnjo 
izražanja in gostoto proteinov MUC-2 med posameznimi vzorci. Imeli so vzorec HD, ki je 
bil izpostavljen visoki koncentraciji bakterij LGG in vzorec LD, ki je bil izpostavljen nizki 
koncentraciji bakterij LGG ter kontrolo brez inkubacije Caco-2 z bakterijami LGG. 
Ugotovili so, da je bila gostota proteinov MUC-2 znatno višja pri celicah, ki so bile 
izpostavljene bakterijam LGG. 
 
Slika 4: Primerjava stopnje izražanja in gostote proteinov MUC-2 (Mattar in sod., 2002) 
Bekterije LGG se vežejo na točno določena receptorska mesta na enterocitih in stimulirajo 
pozitivno regulacijo MUC-2. Rezultat je povečana inhibicija bakterijske translokacije 
patogenih bakterij. Mattar in sodelavci so v svoji raziskavi kot patogeno bakterijo uporabili 
E.Coli. Ugotovili so, da dodatek mucina na apikalno površino Caco-2 celic povzroči 
povečano inhibicijo bakterijske translokacije. Prav tako se poveča inhibicija bakterijske 
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translokacije pri celični liniji Caco-2 z dodatkom bakterij LGG. Povzamemo lahko, da je 
inhibicija bakterijske translokacije z bakterijami LGG inducirana s pozitivno regulacijo 
proteinov MUC-2 (Mattar in sod., 2002). 
Rezultati dosedanjih študij so navdihnili tudi nas, da izvedemo podobno raziskavo na 
celični liniji Caco-2, ki bi dodatno pripomogla ostalim raziskovalcem, ki se ukvarjajo s 
celično signalizacijo in celično biologijo, da skrbno preučijo vpliv tripsina pri izvedbi 
lastnih celičnih eksperimentov.  
2.3 KVANTITATIVNA VERIŽNA REAKCIJA S POLIMERAZO V REALNEM ČASU 
Merjenje izražanja genov s pomočjo kvantitativne verižne reakcije s polimerazo v realnem 
času omogoča raziskovalcem kvantifikacijo tarčnih nukleinskih kislin ter sledenje 
pomnoževanja tarčnih molekul v realnem času. To pomeni, da se podatki reakcije qPCR 
zbirajo skozi celoten čas poteka reakcije. V primerjavi s reakcijo PCR, pri kateri se količina 
generiranih DNA segmentov (amplikonov) analizira šele po končani reakciji, pri reakciji 
qPCR nastale amplikone detektiramo v realnem času oz. vidimo, v katerem ciklu je 
pomnoževanje tarčne nukleinske kisline prvič zaznana. qPCR je najbolj natančna in 
zanesljiva metoda za validacijo podatkov, pridobljenih s pomočjo drugih metod. Prednosti 
reakcije qPCR so občutljivost, detekcija napredka pomnoževanja v realnem času, hitrost 
analize in preciznost merjenja tarčnega vzorca v materialu (Gachon in sod., 2004). 
Pri merjenju izražanja genov nam reakcija qPCR pove, koliko je specifične mRNA v 
vzorcih. mRNA se najprej prepiše v cDNA, nato pa se majhna regija cDNA pomnoži z 
oligonukleotidi, v novonastajajoče molekule pa se vgrajujejo fluorescenčna barvila. qPCR 
naprava meri intenzivnost fluorescence, ki jo oddaja fluorescenčno barvilo pri vsakem ciklu 
reakcije. Fluorescenčna barvila, kot je SybrGreen, imajo sposobnost vezave na dvovijačno 
DNA. V začetnih ciklih ne zaznamo veliko fluorescence (angl. Baseline). Z napredovanjem 
reakcije pa se hitro namnoži veliko amplikonov, kar posledično zaznamo z večjo 
intenzivnostjo fluorescence. Krivulja qPCR ima ponavadi eksponentno fazo, kateri sledi 
plato faza. CT vrednost je določena točka, pri kateri fluorescenca presega pražno vrednost 
(angl. Treshold) in je običajno 10-kratno standardno odstopanje od osnovne črte (Heid in 
sod., 1996). CT vrednost se mora nahajati v eksponentni fazi, v linearnem delu krivulje.  
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Slika 5: Prikaz krivulje qPCR (Heid in sod., 1996) 
Osnovni pojmi, potrebni za analizo rezultatov reakcije (Information ..., 2017): 
• Endogena kontrola: gen, ki ne spreminja stopnjo izražanja med vzorci ter različnimi 
tretmaji (vzdrževalni geni). 
• Kalibrator: vzorec s katerimi primerjamo vse ostale vzorce. Ponavadi je to 
'netretirani' vzorec. V našem poskusu je bila kalibrator pasaža 0, ki ni bila tretirana s 
tripsinom.  
• CT=PCR cikel: navadno reakcijo qPCR tvori 40 ciklov. CT je cikel pri katerem 
krivulja PCR dosega pražno vrednost v linearnem delu krivulje (cikel pri katerem je 
fluorescenca prvič zaznana). Visok CT pomeni, da je prisotne manj mRNA ker je 
potrebnih več ciklov podvojevanja, da lahko zaznamo fluorescenco. Nizek CT 
pomeni, da imamo visoko izražanje gena. Ponavadi imajo endogene kontrole nižji 
CT kot ostali geni. 
• Delta CT: CT (testirani gen) - CT (endogena kontrola) 
• Delta Delta CT: ΔCT (vzorec) - ΔCT (kalibrator) 
• Delta CT SD (standardna deviacija): standardno deviacijo izračuna program s CT 
vrednostjo tehničnih triplikatov. Triplikati so veljavni, če je vrednost SD manjša od 
0,25. Ko je vrednost SD večja od 0,25, se RQ vrednost šteje za neveljavno. 
• RQ (Relativna kvantifikacija)= 2-ΔΔCT: pove kolikokrat se spremeni (angl. Fold 
change) izražanje gena v vzorcu v primerjavi s kalibratorjem. Vrednost RQ 
kalibratorja je 1 (ne razlikuje se v primerjavi s seboj). Vse ostale vzorce primerjamo 
z vrednostjo kalibratorja. Vrednost RQ 10 pomeni, da je gen 10x bolj izražen v 
vzorcu X, v primerjavi s kalibratorjem. Vrednost RQ 0,1 pomeni, da je gen 10x manj 
izražen v vzorcu X, v primerjavi s kalibratorjem. Vrednost RQ je veljavna, če je 
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prisotna najmanj dvakratna sprememba v izražanju genov: RQ večji od 2 ali manjši 
od 0,5. Te vrednosti lahko variirajo. 
Pri izvedbi reakcije qPCR je ustrezna izbira endogenih kontrol, kot so vzdrževalni geni, 
bistvenega pomena za kvantitativno določanje pogosto subtilnih sprememb na nivoju 
mRNA. Endogene kontrole oz. referenčni geni služijo kot kontrola ter vsebujejo 
sekvenco, ki se razlikuje od sekvence tarčnega vzorca. Najpomembnejša lastnost 
vzdrževalnih genov je njihova prisotnost v vseh tipih celic in relativno konstantna raven 
izražanja v različnih eksperimentalnih pogojih. Kljub temu pa noben od vzdrževalnih 
genov pri različnih eksperimentalnih pogojih nima vedno stabilne ravni izražanja. Zato 
je potrebno opredeliti primernost različnih vzdrževalnih genov glede na določene 
eksperimentalne pogoje, pri katerih testiramo učinke prepisovanja vzdrževalnih genov 
(Janssens in sod., 2004). Za endogeno kontrolo v našem poskusu smo izbrali naslednje 
vzdrževalne gene: GAPDH (angl. Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase), 
ACTB1 (angl. Actin B), B2M (angl. β-2 microglobulin) in RPLP0 (angl. Ribosomal 
protein lateral stalk subunit P0). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1 Po analizi rezultatov umeritvenih krivulj smo se odločili, da ne bomo uporabili ACTB kot referenčni gen v 
eksperimentu. 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Celična linija Caco-2 
Za izvedbo poskusa smo uporabili celično linijo Caco-2 (American Type Culture Colection). 
3.1.2 Gojenje celic 
• DMEM (angl. Dulbecco's Modified Eagle's Medium) 
• Gentamicin, Krka 
• Fetalni goveji serum (FBS), Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
• HBSS (angl. Hank's balance salt solution) 
• 0,25 % tripsin/EDTA 
• 0,5 % tripsin/EDTA (pripravljen iz praha, raztopljen v HBSS) 
• Tripansko modrilo (angl. Tripan blue), Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
• Burker-Turkova števna komora 
3.1.3 Izolacija RNA 
• PureLink RNA Mini Kit, Thermo Fischer Scientific 
• Dnase I, RNase-free (z MnCl2), Thermo Fischer Scientific 
• High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Thermo Fischer Scientific  
• NanoVue Spectrophotometer, Biochrom 
3.1.4 qPCR 
• RNase-Free Water, Thermo Fischer Scientific 
• 2x Roche Universal SyberGreen Mastermix, Roche 
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• Devet parov vodilnih in povratnih začetnih oligonukleotidov (Tabela 3), Integrated 
DNA Technologies 
• Pipetting Aid PlatR, Biosistemika 
• Quantstudio Real-Time PCR Software v1.3, Applied Biosystems by Thermo Fischer 
Scientific 
Preglednica 3: Vodilni (angl. forward) in povratni (angl. reverse) začetni oligonukleotidi 
Primer Sekvenca (5'-3') Tm2 (°C) Kol. 
oligon. 
(nmol) 
hGAPDH-F TGC ACC ACC AAC TGC TTA GC 58,3 28,5 
hGAPDH-R GGC ATG GAC TGT GGT CAT GAG 58,1 23,7 
hB2M-F TGC CGT GTG AAC CAT GTG 56,0 31,7 
hB2M-R GCG GCA TCT TCA AAC CTC 54,2 29,2 
hRPLPO-F GCA ATG TTG CCA GTG TCT G 54,7 18,1 
hRPLPO-R GCC TTG ACC TTT TCA GCA A 53,6 27,3 
hACTB-F CTG GAA CGG TGA AGG TGA CA 57,2 29,8 
hACTB-R AAG GGA CTT CCT GTA ACA ATG CA 56,6 26,0 
hBCL2-F CTG CAC CTG ACG CCC TTC ACC 63,1 24,6 
hBCL2-R CAC ATG ACC CCA CCG AAC TCA AAG A 60,9 23,3 
hMUC2-F CAG CAC CGA TTG CTG AGT TG 56,8 30,4 
hMUC2-R GCT GGT CAT CTC AAT GGC AG 56,2 26,7 
hp21-F GGC CTG GAC TGT TTT CTC TCG 57,9 38,3 
hp21-R GAG AAA CGG GAA CCA GGA CAC 57,9 25,5 
hITGA5-F TGC AGT GTG AGG CTG TGT ACA 58,8 25,2 
hITGA5-R GTG GCC ACC TGA CGC TCT 60,4 31,9 
hITGB1-F GAA GGG TTG CCC TCC AGA 57,1 25,9 
hITGB1-R GCT TGA GCT TCT CTG CTG TT 55,5 27,3 
2 Tm (Angl. Melting Temperature) je izračunana glede na koncentracijo soli (50 mM NaCl). 
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3.2 METODE 
3.2.1 Gojenje celične linije Caco-2  
3.2.1.1 Taljenje in nasajanje celic 
Po odtajanju smo celično kulturo Caco-2 gojili v hranilnem mediju DMEM z dodatkom 20 
% raztopine FBS-a in 0,1 % gentamicina. Po prvi pasaži smo gojenje nadaljevali v hranilnem 
mediju DMEM z dodatkom 10 % raztopine FBS-a in 0,1 % gentamicina. Medij je bil pred 
vsako uporabo segret v vodni kopeli na 37 °C.  
3.2.1.2 Gojenje celic 
Celice smo nasadili v šest gojitvenih posodic s površino 25 cm2. Nasaditvena koncentracija 
celic je bila vedno izmed 1 x 106 celic/ml in 1,5 x 10 6 celic/ml. Generacijski čas celic Caco-
2 je 36 ur.  
Dve 25 cm2 gojitveni posodici smo uporabili za tretiranje celic z 0,25 % koncentracijo 
tripsina, dve za tretiranje z 0,5 % koncentracijo tripsina ter dve kot kontrola, kjer celic, nismo 
tretirali s tripsinom, ampak smo jih odstranili s površine gojitvene posodice, tako da smo 
celicam dodali raztopino HBSS in jih z dna gojitvene posode postrgali s celičnim strgalom.  
Celično kulturo smo izpostavili delovanju tripsina vsakih 72 ur, oziroma, ko so celice 
dosegle 70-90 % konfluenco. 24 ur po vsaki tripsinizaciji smo odstranili izrabljeni medij ter 
celično suspenzijo na koncu resuspendirali v 5 ml svežega hranilnega medija.  
Celice smo gojili do 15. pasaže v 5 ml hranilnega medija pri konstantnih gojitvenih pogojih 
v inkubatorju pri 37 °C in 5 % CO2.  
3.2.2 Tripsinizacija celic 
Ko so celice dosegle primerno konfluenco, smo iz gojitvenih posodic odstranili izrabljen 
medij ter dvakrat spirali s 5 ml sterilne raztopine HBSS. Funkcija HBSS je, da odstrani 
kalcijeve ione, ki onemogočajo delovanje tripsina. Po spiranju smo izvedli ločena postopka 
za vsako gojitveno posodico. V prvo smo dodali 1 ml 0,25 % raztopine tripsin/EDTA in 
inkubirali 5 minut v CO2 inkubatroju (37 °C in 5 % CO2). Nato smo tripsin inaktivirali z 
dodatkom popolnega gojišča v razmerju 3:1 (3 ml gojišča na 1 ml tripsina) ter resuspendirali 
do homogene suspenzije. Pred vsako uporabo tripsina smo le-tega segreli v vodni kopeli na 
delovno temperaturo 37 °C.  
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Pri drugi gojitveni posodici pa smo po spiranju s HBSS dodali 1 ml 0,5 % raztopine 
tripsin/EDTA in inkubirali 5 minut v CO2 inkubatorju (37 °C in 5 % CO2). Nadaljnje korake 
smo izvedli tako kot pri prvi posodici.  
Pri kontroli smo celice s površine gojitvene posodice vedno odlepili oziroma postrgali 
mehansko s strgalom in se tako izognili kakršnemukoli stiku s tripsinom. Namesto 1 ml 
tripsina smo pri kontroli v postopku odlepljanja celic s površine gojitvene posodice dodajali 
1 ml raztopine HBSS. Pri resuspendiranju celic brez uporabe tripsina je značilno, da se celice 
odlepijo v večjih skupkih in je težje dobiti posamezne celice. Zato je bilo tudi štetje celic 
nenatančno, kjer smo v skupkih približno ocenili število celic. Predvidevamo, da mehansko 
strganje celic s površine lahko vpliva na viabilnost celic. 
Pri postopku resuspendiranja smo zaradi doseganja višje stopnje homogenosti celične 
suspenzije uporabljali 15 ml falkonke. 
3.2.3 Štetje celic 
Za preverjanje števila celic ter celične viabilnosti smo uporabili standardno metodo štetja na 
hemocitometru in določanja viabilnosti s tripanskim modrilom. Iz homogenizirane celične 
suspenzije smo odvzeli 20 µl vzorca ter mu dodali enako količino tripanskega modrila. 
Značilnost tripanskega modrila je, da lahko prodre samo v mrtve celice in jih obarva modro, 
medtem ko žive celice ostanejo neobarvane. 20 µl vzorca celic s tripanskim modrilom smo 
prenesli na Burker-Turkovo števno komoro. Celice smo šteli pod svetlobnim mikroskopom 
ter izračunali število celic v suspenziji po naslednji enačbi:                𝑁𝑁 = 𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛104                                                     ... (1) 
N- skupno število celic v suspenziji 
n- povprečno število celic v štirih kvadratkih v polju Burker-Turkove števne komore 
R- redčitveni faktor zaradi mešanja s tripanskim modrilom 
V- volumen celične suspenzije 
3.2.4 Zamrzovanje celic 
Pri vsaki 5. pasaži smo po tripsinizaciji odvzeli 1/33 celične suspenzije iz 15 ml falkonk ter 
10 minut centrifugirali pri 1000 obratih na minuto. Odstranili smo supernatant ter 
resuspendirali pelet v 1 ml PBS. Vzorec celic s PBS-om smo prenesli v 1,5 ml centrifugirko 
in ponovno centrifugirali pri 1000 obratih na minuto, 10 minut. Odstranili smo supernatant 
ter zamrznili pelet na -80 °C. Postopek zamrzovanja smo izvedli pri ničti in nato vsaki peti 
pasaži, da smo lahko celice naknadno uporabili za nadaljnje poskuse. 
3 Pri 5. pasaži celic, ki so bile tretirane z 0,25% tripsinom in 0,5% tripsinom smo odvzeli 1/3 celične suspenzije, 
ki se nahajala v 15 ml falkonkah, pri vseh ostalih smo odvzeli celoten volumen zaradi nižje viabilnosti kontrole. 
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3.2.5 Izolacija RNA 
Postopek izolacije RNA smo izvedli po protokolu iz kompleta reagentov PureLink RNA 
Mini Kit za lizo in homogenizacijo zamrznjenega celičnega peleta. Homogenizacijo celic 
smo izvedli z uporabo injekcijske brizge. Po postopku izolacije RNA smo izmerili 
koncentracijo pridobljene RNA z napravo NanoVue. Izmerjena koncentracija RNA je 
prikazana v preglednici 4. Opravili smo dve merjenji in za izračun mase vzorca, 
uporabljenega za odstranjevanje genomske DNA, upoštevali nižjo vrednost. 
Preglednica 4: Koncentracija RNA izmerjena z napravo NanoVue  
Pasaža 0.  5. 5. 5. 10. 10. 10. 15. 15. 15. 
Konc. 
tripsina 
kont. 0,25 % 0,5 % kont. 0,25 % 0,5 % kont. 0,25 % 0,5 % kont. 
Konc. 
RNA 
(ng/ µl) 
409,6 161,6 159,2 194,8 334,4 325,2 428,4 706,0 998,8 832,8 
A260/ 
A2804 
2,016 2,040 2,052 2,012 2,054 2,043 2,064 2,067 2,050 2,079 
A260/ 
A2305 
2,169 2,184 1,730 2,224 2,218 1,600 1,193 1,670 1,983 2,170 
3.2.5.1 Odstranjevanje genomske DNA 
Za odstranjevanje genomske DNA iz vzorca RNA smo uporabili encim DNazo I, ki ne 
vsebuje RNaz. DNaza je endonukleza, ki odstrani enoverižne in dvoverižne DNA molekule 
s hidrolizo fosfodiesterskih vezi do mešanice mono- in oligo- deoksiribonukleotidov. 
Odstranjevanje genomske DNA smo izvedli po protokolu Termo Fischer Scientific.  
Vsakemu 1 µg RNA vzorca smo dodali 1 µl reakcijskega pufra z MgCl2, 1 µl DNaze I (brez 
RNaz) ter vodo brez RNaz ('RNase-Free Water') do končnega volumna 10 µl. Za izračun 
mase vzorca smo uporabili koncentracije RNA navedene v preglednici 4. Pripravljeno RNA 
smo uporabili v naslednjem koraku za prepis v komplementarno DNA. 
 
4 A260/A280 se uporablja za oceno čistosti RNA. Vrednosti ~2 pomenijo visoko čistost RNA. 
 
5 A260/A230 se uporablja za oceno čistosti RNA. Vrednosti med 1,8 in 2,1 pomenijo čisto RNA (manj 
senzitivna ocena). 
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3.2.5.2 Prepis v cDNA 
Za prepis RNA v cDNA smo uporabili High-Capacity cDNA Reverse Transcriptation Kit. 
Postopek smo izvedli po danem protokolu.  
Za reakcijo qPCR smo uporabili napravo, ki po prednastavljenem programu samodejno 
uravnava temperaturne cikle, potrebne za prepis RNA v cDNA. 
Preglednica 5: Temperaturni cikli za prepis RNA v cDNA 
 Cikel 1  Cikel 2 Cikel 3 Cikel 4 
Temperatura 25°C 37°C 85°C 4°C 
Čas (min) 10 120 5 ∞ 
3.2.6 Reakcija qPCR  
3.2.6.1 Umeritvena krivulja 
Umeritveno krivuljo za določanje učinkovitosti izbranih parov začetnih oligonukleotidov 
(angl. Primer) smo izvedli na mešanici vseh cDNA vzorcev na način, da smo iz vsakega 
vzorca odvzeli 4 µl cDNA. Ker smo imeli 10 vzorcev cDNA smo dobili 40 µl mešanice 
cDNA iz vseh vzorcev. Mešanico vzorcev cDNA (40 µl) smo s pipeto dobro premešali in 
kratko centrifugirali.   
Iz mešanice cDNA smo pripravili vzorce za umeritveno krivuljo, tako da smo naredili po 
100µl serijskih redčitev mešanic cDNA (1:5, 1:25, 1:125, 1:625, 1:3125) z vodo brez RNaz.  
Iz liofiliziranih začetnih oligonukleotidov, pridobljenih s strani IDT (Integrated DNA 
Technologies), smo naredili založno raztopino začetnih oligonukleotidov (100 µM). Iz 
založne raztopine smo pripravili delovno raztopino začetnih oligonukleotidov (10 µM), ki 
smo jo nato uporabili za pripravo reakcijske mešanice iz začetnih oligonukleotidov in 
komercialne mešanice z barvilom Sybr Green (Roche, FastStart Universal SYBR green 
master). Sestava reakcijske mešanice za en vzorec v skupnem volumnu 10 µl je bila 
naslednja: 
5 µl       2x FastStart Universal SYBR green master 
0,3 µl   10 µM vodilnega začetnega oligonukleotida 
0,3 µl   10 µM povratnega začetnega oligonukleotida  
3,4 µl    vode brez RNaz 
1 µl       redčene cDNA (ali vode pri kontroli) 
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Naredili smo umeritveno krivuljo za devet parov začetnih oligonukleotidov. Za vsak par smo 
imeli pet vzorcev cDNA (serijske redčitve) ter kontrolo (voda brez RNaz). Naredili smo 
tehnične triplikate, kar pomeni 18 vzorcev za vsak testiran par začetnih oligonukleotidov. 
Vzorce cDNA smo na ploščo dodajali nazadnje. Komercialna mešanica z barvilom 
SybrGreen vsebuje specifično fluorescenčno barvilo SybrGreen I, ki oddaja fluorescenco po 
vezavi na dvovijačno DNA, kar nam omogoča zaznavo produkta PCR. Ker je barvilo 
nespecifično, se veže na vse produkte reakcije PCR in zato lahko dobimo lažne pozitivne 
rezultate. Zato moramo na koncu analizirati tudi talilno krivuljo, ki nam pove, koliko 
produktov je nastalo v reakciji. 
Za preverjanje učinkovitosti začetnih oligonukleotidov z metodo qPCR smo uporabili 
mikrotitrsko ploščo s 384 luknjami. V vsako luknjo (uporabili smo 162 lukenj) smo 
odpipetirali po 9 µl pripravljene mešanice in z multikanalno pipeto dodali 1 µl vzorca cDNA 
(petkratne serijske redčitve vzorca cDNA) oz. vode pri kontroli. Za pomoč pri pipetiranju 
smo uporabili programsko opremo PlatR. Po pipetiranju smo ploščo centrifugirali 3 minute 
pri 1500 obratih na minuto.  
Reakcijo smo izvedli z napravo Viia7 (Applied Biosystems) pod pogoji, ki so prikazani v 
preglednici 6. 
Preglednica 6: Temperaturani cikli reakcije qPCR  
 Cikel1 Cikel 2 Cikel 46 Cikel 5 Cikel 6 Cikel 7 Cikel 8 Cikel 9 
Temp. (°C) 50 95 95 55 72 95 55 95 
Čas (min) 2,00 10,00 0,15 0,20 0,20 0,15 1,00 0,15 
Rezultate smo analizirali s pomočjo programske opreme QuantStudio Real-Time PCR 
software v1.3.  
3.2.6.2 Analiza tarčnih genov z metodo qPCR 
Za izvedbo reakcije qPCR smo pripravili reakcijsko mešanico začetnih oligonukleotidov in 
komercialne mešanice z barvilom SybrGreen za vsak par začetnih oligonukleotidov (8 parov 
oligonukleotidov za analizo osmih genov). Sestava reakcijske mešanice je opisana pod točko 
3.2.6.1. Naredili smo osem reakcijskih mešanic v 1,5 ml epicah. Za vsak par začetnih 
oligonukleotidov smo imeli 10 vzorcev RNA, ki so navedeni v preglednici 4 (poglavlje 
3.2.5) ter kontrolo (voda). Vzorce cDNA in kontrole smo dodajali na ploščo nazadnje. 
Naredili smo tehnične triplikate. Za reakcijo qPCR smo uporabili ploščo s 384 luknjami in 
v vsako luknjo na plošči dodali 9 µl reakcijske mešanice ter 1 µl cDNA. Po pipetiranju smo 
6 Cikel 4, Cikel 5 in Cikel 6 so ponovljeni 40x. 
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vzorce centrifugirali 3 minute pri 1500 obratih na minuto. Reakcijo qPCR smo izvedli na 
napravi Viia7. Uporabili smo pogoje, ki so navedeni v preglednici 6. 
Rezultate smo analizirali s programsko opremo QuantStudio Real-Time PCR software v1.3. 
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4 REZULTATI  
4.1 VPLIV TRIPSINA NA CELIČNO VIABILNOST 
Za oceno viabilnosti celic Caco-2 smo uporabili standardno metodo štetja s tripanskim 
modrilom. Ocenjevali smo viabilnost celične linije Caco-2 po tretiranju z dvema različnima 
koncentracijama tripsina (0,25 % in 0,5 %) ter kontroli (celice, ki so bile postrgane s celičnim 
strgalom) pri nulti in vsaki peti pasaži. Celice so bile izpostavljene delovanju tripsina 5 
minut. 
Preglednica 7: Viabilnost celic Caco-2 pri različnih koncentracijah tripsina 
Pasaža 0,25% tripsin  0,5% tripsin Kontrola 
0 92% 95% 93% 
5 94% 96% 79% 
10 94% 95% 78% 
15 93% 95% 75% 
Slika 6: Viabilnost celic Caco-2   
Po tretiranju celic s tripsinom smo pričakovali, da bomo opazili negativne posledice 
njegovega delovanja na viabilnost celic. Predvidevali smo, da izpostavljenost celic nižji 
koncentraciji tripsina (0,25 %) ne bo veliko vplivala na celično viabilnost, medtem ko bo 
izpostavljenost celic višji koncentraciji tripsina (0,5 %) imela viden negativen učinek na 
viabilnost celic Caco-2. Poleg razlik v viabilnosti celic med vzorci, tretiranimi z dvema 
različnima koncentracijama tripsina, smo pričakovali tudi trend zniževanja viabilnosti celic 
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pri vzorcih v višjih pasažah, kar izhaja iz predvidevanja, da so celice po vsakem tretiranju s 
tripsinom v vse bolj slabi kondiciji. 
Naše hipoteze, da je viabilnost celic odvisna od koncentracije tripsina kot tudi časa 
izpostavljenosti tripsinu nismo uspeli potrditi, ker nismo opazili razlike v viabilnosti z 
uporabo standardne metode štetja z tripanskim modrilom. Razlik ni bilo niti med dvema 
različnima koncentracijama tripsina kot tudi ne med pasažami (viabilnost je na začetku ter 
koncu poskusa ostala nespremenjena). Razliko v viabilnosti smo opazili edino pri 
kontrolnem vzorcu, ki ni bil izpostavljen tripsinu. 
Predvidevamo, da je na nižjo stopnjo viabilnosti celic pri kontroli vplivalo mehansko trganje 
celic s površine in oteženo štetje celic s tripanskim modrilom, saj s to metodo nismo uspeli 
pripraviti suspenzije povsem posameznih celic, ampak so celice ostale v večceličnih skupkih 
zaradi tesnih medceličnih stikov, ki jih ni mogoče ločiti samo mehansko. Kljub pridobljenim 
rezultatom za vzorce kontrole smo predvidevali, da mehansko odlepljanje celic ne vpliva na 
izražanje določenih genov in nadaljevali s poskusom. 
4.2 VPLIV TRIPSINA NA SPOSOBNOST ADHEZIJE CELIC 
Za oceno vpliva tripsina na sposobnost pritrjanja celic na površino gojitvene posodice smo 
opazovali celice pod svetlobnim mikroskopom in jih slikali s kamero 24 ur po tripsinizaciji. 
Opazovali smo vpliv dveh različnih koncentracij tripsina (0,25 % in 0,5 %) na sposobnost 
pritrjanja in ga primerjali s kontrolo. Celice so bile izpostavljenje tripsinu 5 minut. 
Celice so bile nasajene na gojitvene posodice v enaki koncentraciji (1 x 106). Sposobnost 
pritrjanja po 24 urah smo ocenjevali za vsako peto pasažo in celice opazovali pod svetlobnim 
mikroskopom pri 10 x 0,25 povečavi. 
 
Slika 7: Adhezija celic po 24 urah, 5. pasaža  
Na sliki 7 je prikazano: A) celice tretirane z 0,25 % tripsinom, B) celice tretirane z 0,5 % 
tripsinom, C) konrtrola. 
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Slika 8: Adhezija celic po 24 urah, 10. pasaža 
Na sliki 8 je prikazano: A) celice tretirane z 0,25 % tripsinom, B) celice tretirane z 0,5 % 
tripsinom, C) kontrola. 
 
Slika 9: Adhezija celic po 24 urah, 15. pasaža 
Na sliki 9 je prikazano: A) celice tretirane z 0,25 % tripsinom, B) celice tretirane z 0,5 % 
tripsonom, C) kontrola. 
Predvidevali smo, da tripsin negativno vpliva na adhezijo celic na površino ter da bomo 
opazili razlike v pritrjevanju celic tretiranih z različnimi koncentracijami tripsina 24 ur po 
nasaditvi na gojitvene posodice. Slike, narejene 24 ur po presajanju celic v nove gojitvene 
posodice ne kažejo vidnih razlik v pritrjanju celic med celicami tretiranimi z 0,25 % 
koncentracijo tripsina in 0,5 % koncentracijo tripsina, kot tudi ne med pasažami. Edino 
razliko smo opazili v primeru kontrole, ampak to pripisujemo oteženemu resuspendiranju 
oz. skupkom celic. 
Metoda preverjanja pritrjenosti celic po 24 urah je bila zgolj informativne narave zaradi 
številnih pomanjkljivosti kot so: lastna izbira prostora v katerem bomo slikali (neenaka 
gostota celic), neenako razraščanje celic in tehnične pomanjkljivosti uporabljenega 
programa.   
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4.3 VPLIV TRIPSINA NA IZRAŽANJE GENOV  
4.3.1 Izbira preučevanih genov in endogene kontrole 
Na podlagi dosedanjih raziskav smo se odločili za preverjanje izražanja določenih genov 
po tretiranju celic Caco-2 s tripsinom. S pomočjo reakcije RT-qPCR smo tako preverjali 
izražanje BCL2, MUC2, P21, ITGA5 ter ITGB1 genov. Vpliv na stopnjo izražanja 
omejenih genov smo preverjali po tretiranju s 0,25 % in 0,5 % tripsinom pri 5., 10., in 15. 
pasaži. Referenčna kontrola je bila pasaža 0 (celice, ki niso tretirane z tripsinom). 
4.3.2 Umeritvena krivulja 
Z umeritveno krivuljo smo želeli preveriti učinkovitost pomnoževanja parov uporabljenih 
začetnih oligonukleotidov na enotni mešanici cDNA iz vseh vzorcev, ki smo jo redčili po 
metodi 5-kratnih serijskih redčitev (1:5, 1:25, 1:125, 1:625, 1:3125). Za preverjanje 
specifičnosti pomnoževanja smo v kontrolnem vzorcu namesto cDNA dodali vodo 
(negativna kontrola). Vsak vzorec smo analizirali v trikratnih ponovitvah. 
Preglednica 8: Pražna vrednost pomnoževanja vzdrževalnih genov 
Gen Pražna vrednost 
GAPDH 0,588889 
B2M 0,681495 
RPLP0 0,797628 
ACTB 0,699667 
Preglednica 9: Cikel doseganja pražne vrednosti glede na količino cDNA vzdrževalnih genov 
Količina cDNA GAPDH B2M RPLP0 ACTB 
0,2 17 22 19 18 
0,04 19 24 21 20 
0,08  22 26 24 22 
0,002 24 28 26 24 
0,0004 27 30 29 27 
NEG 36 / 38 / 
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V preglednici 9 so prikazani cikli, pri katerih je dosežena pražna vrednost glede na količino 
cDNA pri vzdrževalnih genih. CT vrednost je število ciklov, pri kateri je fluorescenčni signal 
tarčne nukleinske kisline prvič zaznan. Pri vseh vzorcih (serijskih redčitvah) vzdrževalnih 
genov vidimo enak trend doseganja pražne vrednosti. Kot pričakovano se z nižanjem 
koncentracije cDNA viša število potrebnih ciklov za doseganje pražne vrednosti kar pomeni, 
da je potrebno več ciklov pomnoževanja cDNA, da bi prišlo do zadostnega števila 
amplikonov. Pri negativni kontroli (voda) ne prihaja do pomnoževanja cDNA, oziroma 
fluorescenčni signal ni zaznan. Pražna vrednost je določena za vsak posamezen vzdrževalni 
gen in je prikazana v preglednici 8. 
Preglednica 10: Pražna vrednost za pomnoževanje genov MUC2, BCL2, ITGA5, ITGB1 in P21 
Gen Pražna vrednost 
MUC2 0,73182 
BCL2 0,18213 
ITGA5 0,41932 
ITGB1 0,68484 
P21 0,57519 
Preglednica 11: Odvisnost doseganja pražne vrednosti glede na količino cDNA tarčnih genov 
Količina cDNA MUC2 BCL2 ITGA5 ITGB1 P21 
0,2 33 30 26 22 23 
0,04 35 34 28 25 25 
0,08 36 / 30 27 28 
0,002 / / 33 30 30 
0,0004 / / / 32 33 
NEG / / / 36 / 
V preglednici 11 so prikazani cikli, pri katerih je dosežena pražna vrednost izbranih tarčnih 
genov (MUC2, BCL2, ITGA5, ITGB1 in P21). Pri pomnoževanju genov ITGA5, ITGB1 in 
P21 vidimo pričakovan trend doseganja pražne vrednosti. Z nižanjem koncentracije cDNA 
se viša število potrebnih ciklov za doseganje pražne vrednosti. Ravno tako pri negativni 
kontroli (voda) teh genov ni zaznano pomnoževanje. Pri pomnoževanju gena MUC2 vidimo 
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podoben trend, ampak izgleda, da je občutljivost oligonukleotidov za MUC2 očitno slabša 
in ne zaznava nizke koncentracije cDNA, ali pa je koncentracija cDNA za ta gen v 
izhodiščnih vzorcih nižja od koncentracije cDNA ostalih analiziranih genov. Tudi začetni 
oligonukleotidi za gen BCL2  niso tako učinkoviti, ali pa je koncentracija cDNA gena BCL2 
v izhodiščnem vzorcu tako nizka, da je ne moremo učinkovito pomnožiti, kar je vidno iz 
odvisnosti doseganja pražne vrednosti glede na koncentracijo cDNA kot tudi iz izračunane 
učinkovitosti oligonukleotidov za gen BCL2, ki so prikazane v preglednici 12. Pražna 
vrednost je specifična za vsak posamezen gen in prikazana v preglednici 10. 
S programom QuantStudio Real-Time PCR Software v1.3 smo na podlagi vrednosti CT in 
koncentracije cDNA izrisali umeritveno krivuljo in izračunali učinkovitost pomnoževanja 
izbranih začetnih oligonukleotidov (preglednica 12). Vrednosti učinkovitosti 
oligonukleotidov štejemo za ustrezne, če so v območju med 90 % in 110 %. Izračunana 
učinkovitost oligonukleotidov za gen BCL2 je bila sicer samo 53 % (slika 13). Vendar je 
bilo pomnoževanje uspešno samo pri dveh najvišjih koncentracijah mešanice cDNA, smo 
predvidevali, da so lahko velike razlike v izražanju BCL2 med vzorci po različnih tretiranjih. 
Iz tega razloga smo se  odločili, da bomo testirali in uporabili ta par začetnih 
oligonukleotidov na naših vzorcih. Učinkovitost pomnoževanja z začetnimi oligonukleotidi 
za ostale gene so bile med 94% in 103% (preglednica 12 in slike 10-17). Zaradi tvorbe 
dimerjev, zaznanih pri analizi talilne krivulje, smo se odločili, da v nadaljnih analizah ne 
bomo uporabili začetnih oligonukleotidov za ACTB (podatki niso prikazani). 
Preglednica 12: Izračunana učinkovitost začetnih oligonukleotidov, vrednosti R2 in naklon premice 
Gen Učinkovitost (%) R2 vrednost Naklon premice (E) 
GAPDH 98% 0,999 -3,365 
RPLP0 94% 0,998 -3,470 
B2M 102% 0,997 -3,226 
BCL2 53% 0,873 -5,364 
MUC2 103% 0,943 -3,234 
P21 95% 0,995 -3,427 
ITGA5 94% 0,978 -3,473 
ITGB1 95% 0,996 -3,429 
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Slika 10: Umeritvena krivulja za gen GAPDH 
 
Slika 11: Umeritvena krivulja za gen RPLP0 
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Slika 12: Umeritvena krivulja za gen B2M. 
 
Slika 13: Umeritvena krivulja za gen BCL2 
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Slika 14: Umeritvena krivulja za gen MUC2  
 
Slika 15: Umeritvena krivulja za gen p21 
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Slika 16: Umeritvena krivulja za gen ITGA5 
 
Slika 17: Umeritvena krivulja za gen ITGB1 
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4.3.3 Stopnja izražanja tarčnih genov 
Pri analizi izražanja genov smo za izbrane gene z metodo relativne kvantifikacije (RQ) 
izračunali vrednosti spremembe izražanja posameznih genov v programu Excel, in sicer iz 
povprečne vrednosti CT iz treh tehničnih triplikatov (angl. CT Mean). 
Vrednost RQ nam pove, kolikokrat je prišlo do spremembe v stopnji izražanja genov v 
primerjavi s kalibratorjem. Kalibrator je netretirani vzorec, v našem primeru, nulta pasaža. 
RQ vrednost se šteje za statistično značilno, če je prisotna minimalno dvakratna sprememba 
v stopnji izražanja genov. To pomeni, da mora biti vrednost RQ večja od 2 ali manjša od 
0,5.  
Pridobljene vrednosti RQ variirajo tudi glede na uporabljeno formulo za izračun ali glede na 
čistost testiranih vzorcev, če iščemo majhne razlike v izražanju genov. Iz tega razloga smo 
vrednosti RQ izračunali v programu Microsoft Excel iz dobljenih vrednosti CT in to glede 
na geometrijsko sredino učinkovitosti pomnoževanja treh referenčnih genov (preglednica 
16) ter glede na vsak referenčni gen posamezno (preglednica 17, 18, 19).  
Vrednosti RQ smo izračunali po naslednji enačbi: 
                  𝑛𝑛𝑅𝑅 = 𝐸𝐸𝑅𝑅(𝐶𝐶𝑞𝑞,𝑅𝑅,𝑇𝑇𝑇𝑇−𝐶𝐶𝑞𝑞,𝑅𝑅,𝐶𝐶)
𝐸𝐸𝑇𝑇
(𝐶𝐶𝑞𝑞,𝑇𝑇,𝑇𝑇𝑇𝑇−𝐶𝐶𝑞𝑞,𝑇𝑇,𝐶𝐶) 
          ... (2) 
ER- Učinkovitost začetnih oligonukleotidov referenčnih genov7 (Preglednica 13) 
ET- Učinkovitost začetnih oligonukleotidov pri tarčnih vzorcih  
Cq, R, Tr- Vrednost CT referenčnih genov8 (preglednica 14) 
Cq, R, C- Vrednost CT kalibratorja (pasaža 0) referenčnih genov 
Cq, T, Tr- Vrednost CT vzorcev 
Cq, T, C- Vrednost CT kalibratoja (pasaža 0) vzorčnih genov 
Preglednica 13: Učinkovitost začetnih oligonukleotidov referenčnih genov in izračunana geometrična sredina 
Gen Učinkovitost pomnoževanja začetnih oligonukleotidov 
GAPDH 0,9823 
B2M 1,0241 
RPLP0 0,9416 
Geometrična sredina 0,982073 
7 Kot ER je upoštevana geometrijska sredina učinkovitosti pomnoževanja oligonukleotidov za GAPDH, B2M 
in RPLP0 
8 Kot vrednost CT referenčnih genov je upoštevana geometrijska sredina vrednosti CT genov GAPDH, B2M in 
RPLP0  
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Preglednica 14: Izračunana geometrijska sredina vrednosti CT referenčnih genov 
 
Preglednica 15: Vrednosti CT tarčnih vzorcev 
 
Preglednica 16: Izračunane vrednosti RQ po formuli, ki upošteva geometrično sredino učinkovitosti 
pomnoževanja genov GAPDH, B2M in RPLP0 
 
 
Slika 18: Izražanje vseh tarčnih genov, izračunano glede na geometrično sredino referenčnih genov 
Ref. gen 0 5 0,25% 5 0,5% 5 K 10 0,25% 10 0,5% 10 K 15 0,25% 15 0,5% 15 K
GAPDH 19,762.000 18.104 17.689 20.053 17.947 18.145 18.035 18.679 17.434 18.234
B2M 24.937 23.056 22.188 24.425 21.878 21.661 22.262 22.859 21.167 22.471
RPLP0 21.657 20.938 19.865 21.649 19.588 19.225 19.096 19.495 18.012 19.856
Geo. sr. 220.16983 20.59829 19.82912 21.96935 19.73921 19.62308 19.71852 20.26647 18.80209 20.11247
Vzorec 0 5 0,25% 5 0,5%  5 K 10 0,25% 10 0,5%  10 K 15 0,25% 15 0,5% 15 K
BCL2 35.060 32.239 30.969 33.663 32.291 32.977 31.963 30.562 31.002 31.477
ITGA5 28.696 26.778 26.689 28.284 26.617 26.909 27.704 27.230 26.625 28.083
ITGB1 24.739 23.066 22.674 23.949 22.131 22.222 22.799 23.988 22.284 23.028
MUC2 32.951 34.02 36.087 31.792 30.056 30.592 33.258 27.666 33.453 33.901
P21 27.724 26.918 26.314 26.225 23.548 23.225 24.108 24.617 24.237 25.644
Gen Pasaža/Koncentracija tripsina
0 5 0,25% 5 0,5% 5 K 10 0,25%  10 0,5% 10 K 15 0,25% 15 0,5% 15 K
GAPDH 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
B2M 1,000 1,199 1,239 1,132 1,243 1,249 1,244 1,216 1,293 1,244
RPLP0 1,000 0,956 0,926 1,012 0,922 0,918 0,922 0,943 0,887 0,937
BCL2 1,000 0,177 0,081 0,419 0,186 0,285 0,151 0,063 0,084 0,111
ITGA5 1,000 0,912 0,920 0,976 0,917 0,936 0,981 0,944 0,934 0,997
ITGB1 1,000 0,953 0,950 0,967 0,930 0,935 0,958 0,999 0,952 0,960
MUC2 1,000 0,986 0,926 1,045 1,161 1,140 1,031 1,257 1,040 0,999
P21 1,000 0,991 0,979 0,939 0,871 0,861 0,893 0,904 0,913 0,947
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Slika 19: Izražanje gena BCL2, izračunano glede na geometrično sredino referenčnih genov 
Pri analizi izražanja gena BCL2 opazimo veliko nižje vrednosti RQ v primerjavi s 
kalibratorjem, ampak rezultati ne sledijo nobenem trendu. Zaradi nizke učinkovitosti 
pomnoževanja z uporabljenimi začetnimi nukleotidi, ne moremo biti gotovi, da so rezultati 
relevantni.  
 
Slika 20: Izražanje gena MUC2, izračunano glede na geometrično sredino referenčnih genov 
Pričakovali smo, da bomo opazili nižjo stopnjo izražanja gena MUC2 pri testiranih vzorcih 
v primerjavi s kalibratorjem. Zaradi nizke občutljivosti uporabljenih začetnih 
oligonukleotidov (vidno na sliki 14) menimo, da rezultati verjetno niso relevantni. 
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Slika 21: Izražanje gena ITGA5, izračunano glede na geometrično sredino referenčnih genov 
Pri analizi izražanja gena ITGA5 vidimo nižjo stopnja izražanja gena pri vzorcih tretiranih 
s tripsinom v primerjavi z referenčnim vzorcem kot tudi s kontrolo. Pričakovali smo, da 
bomo opazili nižjo stopnjo izražanja pri vzorcih, ki so v višji pasaži, zaradi predvidevanja, 
da dolgoročna uporaba tripsina vpliva na kondicijo celic. Razlike med vzorci, tretiranimi z 
različnimi koncentracijami tripsina, kot tudi razlike med pasažami celic, nismo opazili. V 
vsakem primeru, razlike v stopnji izražanja gena ITGA5 med vzorci niso velike, zato 
predvidevamo, da tripsin ne vpliva negativno na celice v takšni meri, kot smo predpostavili 
pred poskusom. 
 
Slika 22: Izražanje gena ITGB1, izračunano glede na geometrično sredino referenčnih genov 
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Pri analizi gena ITGB1 smo dobili podobne rezultate kot pri ITGA5.  
 
Slika 23: Izražanje gena P21, izračunano glede na geometrično sredino referenčnih genov 
Pri analizi izražanja gena P21 smo opazili, da je nivo izražanja znižana pri višji pasaži. 
Pričakovali smo višjo stopnjo izražanja gena P21 v višjih pasažah kot tudi pri vzorcih, 
tretiranih z višjo koncentracijo tripsina, vendar pridobljeni rezultati ne potrjujejo naših 
predvidevanj. 
Pri izračunu vrednosti RQ glede na geometrično sredino referenčnih genov nismo opazili 
sprememb v stopnji izražanja genov. Spremembe niso opažene med vzorci, tretiranimi z 
različnimi koncentracijami tripsina, kot tudi ne glede na pasažo testiranega vzorca. Vrednosti 
RQ referenčnega gena B2M odstopajo od ostalih rezutatov (kar je najbolj vidno na sliki 19), 
ampak je ta razlika v stopnji izražanja minimalna, zato še vedno lahko rečemo da je stopnja 
izražanja gena B2M konstantna. Pri izračunanih vrednostih RQ genov največjo razliko 
vidimo pri genu BCL2. Pri tem genu je opazna nižja stopnja izražanja genov, ampak tudi ta 
ne sledi pričakovanemu trendu ter jo pripisujemo prej omenjeni nizki učinkovitosti BCL2 
začetnih oligonukleotidov (53 %). 
Pri izračunu vrednosti RQ glede na geometrično sredino vrednosti CT vseh treh referenčnih 
genov smo ugotovili, da je kot referenčni gen najboljša izbira GAPDH zato, ker ima pri vseh 
testiranih pogojih konstantno izražanje gena v primerjavi s kalibratorjem. Ker so tudi 
spremembe v izražanju genov B2M in RPLP0 v analiziranih vzorcih minimalne, lahko 
rečemo, da so vsi trije referenčni geni veljavni. S tem smo pokazali prej omenjeni pojav, da 
vrednosti variirajo glede na uporabljeno metodo analize stopnje izražanja genov v vzorcih. 
Izračune smo ponovili na način, da smo primerjali stopnjo izražanja genov glede na vrednost 
CT vsakega referenčnega gena posebej in opazovali če pride do razlik v stopnji izražanja 
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analiziranih genov in ali bodo opazne razlike med uporabljenimi metodami analize. 
Pričakujemo, da bomo opazili spremembe v stopnji izražanja genov glede na tretma s 
tripsinom, kot tudi glede na pasažo testiranega vzorca.  
Preglednica 17: Vrednosti RQ tarčnih vzorcev glede na izražanje gena GAPDH 
 
 
Slika 24: Izražanje analiziranih genov v tarčnih vzorcih glede na izražanje gena GAPDH 
Ko smo primerjali razlike v stopnji izražanja genov glede na referenčni gen GAPDH 
(preglednica 17) nismo opazili razlik v stopnji izražanja genov med vzorci tretiranimi z 
različnimi koncentracijami tripsina kot tudi med različnimi pasažami razen pri genu BCL2, 
vendar zaradi nizke učinkovitosti pomnoževanja uporabljenih začetnih oligonukleotidov teh 
rezultatov ne moremo upoštevati kot relevantne brez dodatnih analiz. 
 
Gen Pasaža/Koncentracija tripsina
0 5 0.25% 5 0.5% 5 K 10 0.25% 10 0.5% 10 K 15 0.25% 15 0.5% 15 K
GAPDH 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
B2M 1.000 1.077 1.108 1.007 1.111 1.113 1.099 1.071 1.141 1.090
RPLP0 1.000 0.987 0.932 0.994 0.912 0.889 0.884 0.895 0.837 0.922
BCL2 1.000 0.178 0.081 0.416 0.184 0.281 0.150 0.062 0.083 0.110
ITGA5 1.000 0.916 0.918 0.970 0.910 0.923 0.971 0.932 0.918 0.990
ITGB1 1.000 0.957 0.948 0.961 0.922 0.922 0.947 0.987 0.936 0.954
MUC2 1.000 0.990 0.923 1.039 1.151 1.124 1.020 1.241 1.023 0.992
P21 1.000 0.995 0.977 0.933 0.864 0.849 0.883 0.893 0.898 0.940
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Preglednica 18: Vrednosti RQ tarčnih vzorcev glede na izražanje gena B2M 
 
 
Slika 25: Izražanje analiziranih genov v tarčnih vzorcih glede na izražanje gena B2M 
Razlike v stopnji izražanja genov glede na referenčni gen B2M so prikazane v preglednici 
18 ter sliki 25. Pri analizi izračunanih vrednosti RQ glede na CT vrednost referenčnega gena 
B2M vidimo spremembe v stopnji izražanja genov RPLP0 in P21. Spremembe v stopnji 
izražanja so minimalne.  
 
 
 
 
 
Gen Pasaža/Koncentracija tripsina
0 5 0,25% 5 0,5% 5 K 10 0,25% 10 0,5% 10 K 15 0,25% 15 0,5% 15 K
GAPDH 1,000 0,928 0,902 0,993 0,900 0,899 0,910 0,933 0,877 0,918
B2M 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
RPLP0 1,000 0,916 0,841 0,987 0,821 0,799 0,804 0,836 0,734 0,846
BCL2 1,000 0,165 0,073 0,414 0,166 0,253 0,136 0,058 0,073 0,101
ITGA5 1,000 0,850 0,828 0,963 0,819 1,090 0,833 0,870 0,805 0,908
ITGB1 1,000 0,889 0,856 0,954 0,829 0,828 0,862 0,921 0,821 0,875
MUC2 1,000 0,919 0,833 1,031 1,036 1,010 0,928 1,160 0,897 0,910
P21 1,000 0,924 0,882 0,926 0,777 0,763 0,804 0,833 0,787 0,863
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Preglednica 19: Vrednosti RQ tarčnih vzorcev glede na izražanje gena RPLP0 
 
 
Slika 26: Izražanje analiziranih genov v tarčnih vzorcih glede na izražanje gena RPLP0 
Pri analizi izračunanih razlik v stopnji izražanja genov glede na referenčni gen RPLP0, 
prikazanih v tabeli 19, nismo opazili značilnih sprememb, oziroma vidimo najmanj razlik v 
stopnji izražanja genov v primerjavi z izračunanimi razlikami v stopnji izražanja genov glede 
na GAPDH in B2M. Pri analizah smo opazili, da z uporabo drugega referenčnega gena v 
analizi najbolj spreminja gen P21 in čeprav razlike niso velike smo na sliki 27 prikazali 
primerjavo rezultatov oziroma stopnje izražanja glede na v analizi uporabljen referenčni gen. 
Gen Pasaža/Koncentracija tripsina
0 5 0,25% 5 0,5% 5 K 10 0,25% 10 0,5% 10 K 15 0,25% 15 0,5% 15 K
GAPDH 1,000 1,014 1,073 1,006 1,096 1,125 1,131 1,117 1,194 1,084
B2M 1,000 1,092 1,189 1,013 1,218 1,252 1,243 1,197 1,362 1,182
RPLP0 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
BCL2 1,000 0,180 0,087 0,419 0,202 0,316 0,169 0,069 0,099 0,119
ITGA5 1,000 0,928 0,985 0,976 0,997 1,038 1,098 1,041 1,097 1,073
ITGB1 1,000 0,970 1,018 0,966 1,010 1,037 1,072 1,102 1,118 1,034
MUC2 1,000 1,003 0,991 1,045 1,262 1,364 1,153 1,387 1,222 1,076
P21 1,000 1,009 1,049 0,938 0,947 0,955 0,999 0,997 1,072 1,019
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Slika 27: Primerjava stopnje izražanja gena P21. Vrednosti so izračunane glede na izražanje različnih 
endogenih kontrol 
Iz slike 27, na kateri so prikazane vrednosti izražanja gena P21 glede na izražanje različnih 
endogenih kontrol je vidno, da različne metode analize lahko pomembno vplivajo na 
rezultate analize izražanja genov. 
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI 
5.1 RAZPRAVA 
Glede na dosedanje poznavanje vpliva tripsina ter glede na do sedaj objavljene članke, smo 
pričakovali negativen vpliv tripsina na celice. Pričakovali smo, da bo vpliv tripsina viden 
tako pri rezultatih analiz med uporabljenimi koncentracijami tripsina kot tudi med pasažami 
tarčnih vzorcev. 
Pri analizi viabilnosti celic s standardno metodo štetja s tripanskim modrilom smo 
pričakovali, da bomo opazili nižjo stopnjo viabilnosti pri celicah, tretiranih z višjo 
koncentracijo tripsina, ter tudi pri celicah, ki so v višji pasaži, saj smo predvidevali, da 
večkratna izpostavljenost tripsinu negativno vpliva na celično kondicijo. Kljub našim 
pričakovanjem, v okviru našega poskusa, nismo opazili sprememb v viabilnosti celic. 
Predvidevamo lahko, da bi za merjenje učinkov tripsina na viabilnost celic v testu morali 
uporabiti višje koncentracije tripsina vendar pa se glede na do sedaj objavljeno literaturo 
slednje ne uporabljajo ali pa se uporabljajo zelo redko pri delu z adherentnimi celičnimi 
kulturami. Preveriti bi morali še vpliv daljšega časa izpostavljenosti delovanju tripsina pri 
presajanju celic. V našem testu smo celice izpostavili delovanju tripsina za 5 minut, medtem 
ko se v drugih virih navaja tudi daljši čas izpostavljenosti adherentnih celic tripsinu, in sicer 
tudi do deset minut. Daljša izpostavljenost bi lahko imela večji vpliv na celice, vendar je bila 
v našem primeru 5 minutna izpostavljenost zadostna za odlepitev vseh celic s površine 
gojitvene posodice. Nižjo stopnjo viabilnosti celic pri kontroli smo pripisali dejstvu, da 
mehanično strganje celic s podlage le-te poškoduje. S tem smo ugotovili, da je tripsin v 
testiranih koncentracijah in pri našem času izpostavljenosti boljša izbira za odstranjevanje 
celic s površine gojitvene posodice od mehanskega odstranjevanja, ker ima slednji način 
večji negativen učinek na celice kot tripsin, za katerega smo pičakovali, da bo vplival 
toksično. 
Druga hipoteza je bila, da tripsin negativno vpliva na pritrjevanje celic na površino, in da 
bomo opazili razlike v pritrjevanju celic 24 ur po nasaditvi na gojitvene posodice, kar izhaja 
iz dejstva, da tripsin negativno vpliva na izražanje integrinov na celični površini in 
posledično, na pritrjanje celic. Slike, narejene 24 ur po presajanju celic v nove gojitvene 
posodice, ne kažejo vidnih razlik med celicami, tretiranimi z 0,25 % koncentracijo tripsina 
in 0,5 % koncentracijo tripsina, kot tudi ne med pasažami. Edino razliko smo opazili v 
primeru kontrole, ampak to pripisujemo oteženemu resuspendiranju oz. skupkom celic, 
zaradi česar se celice neenakomerno porazdelijo po gojitveni površini in potrebujejo dalj 
časa za doseganje konfluence. Bolj intenzivno resuspendiranje (z večjo silo) pa je vodilo v 
zmanjšano preživetje celic zaradi mehanskega stresa. 
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Glede na dosedanje znanje o vplivu tripsina na celične proteine in gene so bila pri preverjanju 
stopnje izražanja izbranih genov z metodo kvantitativnega PCR v realnem času naša 
pričakovanja naslednja: 
• Referenčni geni bodo imeli konstantno stopnjo izražanja pri vseh vzorcih. 
• Opazili bomo trend nižanja stopnje izražanja genov ITGA5 in ITGB1. Nižjo stopnjo 
izražanja genov smo pričakovali pri višji koncentraciji tripsina kot tudi pri višjih 
pasažah. 
• Opazili bomo višjo stopnjo izražanja gena P21. Pričakujemo, da bo gen bolj izražen 
pri celicah, ki so tretirane z višjo koncentracijo tripsina ter pri celicah, ki so v višji 
pasaži. 
• Opazili bomo nižjo stopnjo izražanja gena MUC2 pri višji koncentraciji tripsina kot 
tudi pri celicah, ki so v višji pasaži. 
• Opazili bomo nižjo stopnjo izražanja gena BCL2 pri celicah, tretiranih s tripsinom, 
kot tudi pri celicah v višji pasaži. 
Na splošno smo pričakovali, da bomo opazili spremembe v stopnji izražanja genov med 
kalibratorjem (nulta pasaža) in vzorci, tretiranimi s tripsinom. Pri vzorcih, ki so bili tretirani 
z 0,25 % tripsinom nismo pričakovali velikih sprememb v primerjavi s kalibratorjem, temveč 
smo pričakovali, da bomo opazili razlike v primerjavi z vzorci tretiranimi s 0,5 % tripsinom. 
Mislili smo, da bo višja koncentracija tripsina imela bolj negativen učinek na stopnjo celične 
viabilnosti, stres, in posledično, stopnjo izražanja določenih genov. Pričakovali smo tudi, da 
bo neprekinjena oziroma dolgoročna uporaba tripsina pri delu z adherentnimi celičnimi 
kulturami imela značilen vpliv na celično kondicijo. Menili smo, da bomo opazili višjo 
stopnjo izražanja genov, odgovornih za celično apoptozo (p21) ter nižjo stopnjo izražanja 
genov za proteine, ki se nahajajo na celični membrani (ITGB1, ITGA5). Presenetljivo nismo 
opazili nobenih razlik, za katere bi lahko rekli, da so v podporo naši hipotezi o vplivu 
delovanja tripsina na celice. Opazili nismo niti sprememb v viabilnosti in stopnji izražanja 
izbranih analiziranih genov glede na število presaditev oziroma glede na pasažo, v kateri se 
nahajajo celice.  
Pokazali pa smo, da različne metode analize lahko pomembno vplivajo na rezultate analize 
izražanja genov (slika 27). Kljub temu, da v našem primeru ni bilo velikih razlik v stopnji 
izražanja genov med vzorci, moramo upoštevati, da bi lahko izbrana metoda analize znatno 
vplivala na interpretacijo rezultatov, če bi bile razlike v izražanju genov med vzorci večje. 
Glede na do sedaj objavljene študije še vedno lahko predvidevamo, da tripsin negativno 
vpliva na celično kondicijo, vendar ne v taki meri kot smo pričakovali. Na podlagi rezultatov 
raziskave v okviru te magistrske naloge bi morali našo raziskavo ponoviti in vključiti še 
dodatne parametre, kot so podaljšati čas delovanja tripsina, vključiti več bioloških 
ponovitev, na podlagi katerih bi lahko naredili tudi statistično analizo ter povečati število 
pasaž (na primer, gojiti celice do vsaj 30. pasaže). V analizo bi lahko vključili še več genov, 
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ki sodelujejo pri celičnem metabolizmu in apoptozi in načrtovati bi morali nove začetne 
oligonukleotide za gena Bcl-2 in Muc2. Glede na to, da je v številnih celičnih laboratorijih, 
ki se ukvarjajo z adherentnimi celičnimi kulturami, čas izpostavljenosti tripsinu tudi daljši 
od 5 minut, bi lahko našo raziskavo prilagodili na način, da bi podaljšali čas izpostavljenosti 
tripsinu oziroma preverjali vpliv 0,25 % in 0,5 % koncentracije tripsina pri, na primer, 5, 7 
in 10 minutah ter opazovali, ali prihaja do razlik glede na čas izpostavljenosti. Bolj natančne 
rezultate viabilnosti celic bi lahko pridobili z uporabo samodejne metode štetja viabilnosti. 
Analizirane tarčne gene smo v okviru časovnih možnosti izbrali glede na dosedanje 
raziskave na področju tripsina ter glede na dosedanje znanje o tem, kako tripsin vpliva na 
celične proteine, vendar menim, da bi lahko razširili obseg analiziranih genov. Zaradi 
časovne omejitve v okviru časa namenjenega za izdelavo magistrske naloge naše študije 
nismo uspeli ponoviti. Če bi imeli več podatkov, bi rezultate lahko tudi statistično obdelali 
in z večjo gotovostjo naše hipoteze potrdili oz. ovrgli.  
5.2 SKLEPI  
• Ni opazen negativen vpliv 0,25 % in 0,5 % koncentracije tripsina na viabilnost celic 
Caco-2 
• Ni opaznih mikroskopsih razlik v prilagajanju celic, tretiranih s 0,25 % in 0,5 % 
tripsinom v primerjavi z kontrolo (pasaža 0) 
• Nismo opazili velikih razlik v stopnji izražanja izbranih genov vzorcev tretiranih s 
0,25 % in 0,5 % tripsinom v primerjavi s kontrolo (pasaža 0) 
• Različne metode analize lahko vplivajo na rezultate analize izražanja genov 
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6 POVZETEK 
Celična linija Caco-2 se uporablja v številnih laboratorijskih raziskavah. Zaradi njihove 
zmožnosti spontane diferenciacije v monosloj celic z identičnimi značilnostimi enterocitom 
(Natoli in sod., 2012) se rezultati raziskav med laboratoriji lahko zelo razlikujejo in niso 
primerljivi. Tripsin, ki ga rutinsko uporabljamo pri delu z adherentnimi celičnimi kulturami 
lahko vpliva na rezultate raziskav. Iz tega razloga smo celično linijo Caco-2 gojili do 15. 
pasaže ter izpostavlili 0,25% in 0,5% koncentraciji tripsina. Glede na do sedaj objavljeno 
literaturo smo se odločili preveriti vpliv tripsina na na celično viabilnost, prilagajanje celic 
na površino ter izražanje določenih genov z metodo verižne reakcije s polimerazo v realnem 
času. Predvidevali smo, da tripsin negativno vpliva na celično viabilnost. Po oceni 
viabilnosti s standardno metodo štetja z tripanskim modrilom, nismo opazili razlik v celični 
viabilnosti med različnimi koncentracijami tripsina kot tudi ne med pasažami. Naša druga 
hipoteza je bila, da tripsin negativno vpliva na pritjanje celic na površino ter da bomo opazili 
razlike v pritrjevanju celic tretiranih z različnimi koncentracijami tripsina 24 ur po nasaditvi 
na gojitvene posodice. Na slikah, katere smo naredili 24 ur po nasaditvi na gojitvene 
posodice, ni opaznih razlik v prilagajanju celic med celicami tretiranimi z 0,25 % 
koncentracijo tripsina in 0,5 % koncentracijo tripsina v primerjavi s kontrolo, kot tudi ne 
med pasažami. Edino razliko smo opazili v primeru kontrole, ampak to pripisujemo 
oteženemu resuspendiranju oz. skupkom celic. Glede na dosedanje znanje o vplivu tripsina 
na celične proteine in gene smo pri preverjanju stopnje izražanja izbranih genov z metodo 
kvantitativnega PCR v realnem času pričakovali razlike v stopnji v stopnji izražanja genov 
med kalibratorjem (nulta pasaža) in vzorci, tretiranimi s tripsinom. Mislili smo, da bo tripsin 
imel negativen vpliv na stopnjo celične viabilnosti, stres, in posledično, stopnjo izražanja 
določenih genov. Pričakovali smo tudi, da bo kontinuirna oziroma dolgoročna uporaba 
tripsina pri delu z adherentnimi celični kulturami imela značilen vpliv na celično kondicijo 
Glede na našo raziskavo, lahko zaključimo, da dolgoročna izpostavljenost celične linije 
Caco-2 0,25 % in 0,5 % tripsinu nima bistvenega vpliva na celično viabilnost, pritrjanje celic 
na površino kot tudi na stopnjo izražanja tarčnih genov. Lahko rečemo, da je uporaba 
tripsina, v testiranih parametrih, na celično kulturo Caco-2, varna. 
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